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 Menendezらの方法（Menendez et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2011, 108:19240-5）
に従って神経堤細胞への分化誘導を行った。すなわち、細胞はヒト ES細胞株 H9（WA09）
を用い、シングルセルに分散して細胞数を計測し、Wangらのヒト ES細胞用培地（Wang 
et al., Blood, 2007, 110:4111-9）から Activin Aを除いた組成に SB431542 とWnt3aを添
加した分化誘導培地を用いて、マトリジェルをコーティングしたマルチウェルプラスチッ
クプレートに播種した。培地交換は毎日行い、培養 4, 6, 8, 10日目に、20種類の増殖因子






Menendez らの方法を用いて 15 日間培養した細胞が神経堤細胞であることを確認する
ため、免疫染色を行った。神経堤マーカーである HNK-1 は、培養 0 日目の細胞では認め







び後方マーカーである HOXB9 の発現は、HNK-1 と同様に培養 0 日目の細胞では認めら
れなかったが、培養 15日目において、約 70％の細胞が DLX1および HOXB9共陽性細胞
であった。次に、PCRアレイを用いて培養 0, 7, 14 日目の細胞における HOX遺伝子群の
発現プロファイルを解析した。クラスター解析を行ったところ、培養 7, 14 日目の細胞に
おける遺伝子発現プロファイルは、培養 0日目の細胞とは異なるクラスターに分類された。
また、培養 7, 14日目では、未分化マーカーである POU5F1（OCT3/4）および OTX2、中
















次に、ヒト ES 細胞から神経堤へ誘導中の Wnt3a 存在下において、種々の増殖因子 20
種を単独で培地へ添加し、前方・後方マーカーの発現レベルに影響を及ぼす因子を探索し
た。その結果、前方および後方マーカーの発現に影響を与える因子 4 種を同定した。その





 本研究の結果より、Menendez らによるヒト ES 細胞からの神経堤細胞分化誘導におい
ては、前後軸の位置情報が制御されていないことが明らかとなった。この条件に前後軸を
制御する特定の因子を神経堤分化誘導培地に添加することにより、前方化を促進し、頭部
神経堤細胞を特異的に誘導できる可能性が示唆された。 
